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De theorie
Veroudering kan in het algemeen beschreven worden als het totale effect van intrinsiehe
veranderingen die in een organisme optreden bij het ouder worden en die de vitaliteit en
het functioneren van het organisme negatief beïnvloeden. Hierdoor wordt het ontvankelijk
voor vele (interne en externe) factoren die de dood kunnen veroorzaken. In meercellige die-
ren is veroudering een zeer algemeen verschijnsel. Het verouderingseffect in dergelijke
organismen wordt duidelijk wanneer de in de natuur aanwezige levensbedreigende gevaren
worden verwijderd, zoals bijvoorbeeld het geval is in gevangenschap onder optimale
omstandigheden.
Een historische verklaring is dat veroudering optreedt als gevolg van mechanische
slijtage van het lichaam. Meer recente en gedetailleerde versies van dit zogenaamde slijtage-
concept zien veroudering als het gevolg van geaccumuleerde schade toegebracht aan de
celmachinerie en de celonderdelen in de loop van de (eef)tijd. De snelheid van verouderen
wordt dan bepaald door de mate van blootstelling aan de krachten die de schade veroorza-
ken en is in feite een toevalsproces. Het is heel waarschijnlijk dat meerdere vormen van
schade bijdragen aan de toename van de sterftekans met leeftijd. Het is echter moeilijk in
te zien hoe alleen dit toevalsproces een verklaring kan zijn voor de constante specifieke
levensduur van een soon zoals die wordt waargenomen. Bovendien kunnen soorten sterk
verschillen in levensduur onder optimale omstandigheden, zonder dat er sprake is van
duidelijke verschillen in blootstelling aan schade veroorzakende factoren. Deze soonspeci-
fieke verschillen in levensduur ziln onmiskenbaar vastgelegd in het genetisch materiaal en
het is aannemelijk dat deze genetische verschillen onder andere verantwoordelijk zijn voor
de verschiilende mate waarin interne schade wordt voorkomen en bestreden. Wetenschap-
pers die geïnteresseerd zijn in evolutionaire processen zien het "slijtage-concept" dan ook
niet als een aannemelijke causale verklaring: het is immers duidelijk dat het verschil in
veroudering tussen soorten is geëvolueerd. Bovendien is het vanuit evolutionair oogpunt
niet duidelijk waarom veroudering zèlf is ontstaan, dit omdat het een fenomeen is met
negatieve effecten voor het organisme en dus als zodanig onderhevig zou moeten zijn aan
natuurlijke selectie. Elke theorie die een functionele verklaring tracht te geven voor het
optreden van veroudering zal daarom twee vragen moeten beantwoorden. Ten eerste,
waarom is veroudering geëvolueerd? Ten tweede, wat verklaart de aanwezigheid van ver-
schillen in levensduur tussen soorten? Verklaringen die deze aspecten behandelen kunnen
worden onderverdeeld in evolutionaire en niet-evolutionaire theorieën van verouderins.
N iet-evo I u tio na i re th eo ríe v a n v e ro u d e rin g
De ontwikkelingstheorie is de belangrijkste niet-evolutionaire theorie van veroudering.
Volgens deze theorie is veroudering onlosmakelijk verbonden met de processen van ontwik-
keling en differentiatie van meercellige, complexe organismen waarbij de dood het
uiteindel i jke gevolg zal zi :1nvan de ophopingvan interne en externe schade in de loop van
het leven. Ondersteuning voor een dergelijke rol van ontwikkeling in het verouderingspro-
ces werd gevonden rn Drosophila experimenten: hoe langer de larvale ontwikkelingstijd, hoe
langer het volwassen leven. Bovendien leverde vergelijkend onderzoek bij zoogdieren op
dat levensduur positief gecorreleerd was met metaboiische snelheid, lichaamstemperatuur,
lichaamsgewicht en hersengewicht. Dit wijst erop dat veroudering nauw gerelateerd is aan
anatomische en fysiologische aspecten van een organisme, en dus nauw gerelateerd aan
ontwikkeling. Volgens de ontwikkelingstheorie is het niet nodig het ontstaan van verou-
dering in de loop van de evolutie te verklaren. Als gevolg van evolutionaire veranderingen
in anatomische en fysiologische dimensies is soortspeclfieke lnensduur geëvolueerd als een
positicf geselecteerde eigenschap door het moduleren van verouderingsprocessen om zo
succesvolle voortplanting te kunnen waarborgen.
Evolutíonaire theoríe van veroudering
Evolutionaire theorieën daarentegen geven zowel een verklaring voor het onrsraan van
veroudering als voor het ontstaan van soortspecifieke verschillen in levensduur. Het is
belangrijk om op te merken dat een organisme niet voor altrld zal leven, zelfs al is het
potentieel onsterfelijk (geen veroudering). Het organisme kan sterven aan infectie-ziekten,
predatie, ongelukken, honger, enzovoorts. Dergelijke omgevingsmonaliteit zorgt ervoor
dat met toenemende leeftijd de waarschijnlijkheid om nog te leven, en zich dus nog voon
te planten, afneemt. Bijgevolg neemt ook de kracht van natuurlijke selectie op het individu
af met de leeftijd, omdat natuurlijke selectie uiteindelijk werkt via de hoeveelheid
nageslacht. Dit betekent dat genen met nqatieoe (directe of neven) effecten aan natuurli.jke
selectie kunnen ontsnappen wanneer hun effect pas merkbaar wordt op een leeftijd die geen
of weinig individuen zullen bereiken onder natuurlijke omstandigheden. De effecten van
deze genen worden als verouderingzichtbaar onder omstandigheden zonder of met geringe
omgevingsmortaliteit. In dit verband zijn vooral genen interessant die een voor de voort-
planting gunstig effect vroeg in het leven maar een ongunstig effect laat in het leven
hebben. Dergelijke (antagonistische ofnegatieve) pleiotrope genen zijn van bijzonder belang
als ze betrokkenzijn bij de energieverdeling tussen onderhoud en repar^tie enerzijds versus
voortplanting anderzijds. Uit het bovenstaande blijkt dat het lichaam van een individu
vroeg of laat zal sterven aan waarschijnlijk één of andere toeaallige oorzaak. Daarom is het
niet van evolutionair belang om energie te steken in een potentieel onsterfelijk lichaam. De
uitgespaarde energie kan dan worden geïnvesteerd in extra of snellere voortplanting.
In het algemeen kan worden gesteld dat volgens evolutionaire theorieën de evolutie
van veroudering het gevolg is van de afnemende effectiviteit van natuurlijke selectie met
de leeftijd en dat de evolutie van soortspecifieke levensduur voornamelijk bepaald wordt
door de oecologische omstandigheden (omgevingsmortaliteit) en het voortplantingspatroon
van het organisme.
Het proefschrif t
De fruitvlieg Drosopbila rnelanogaster is een zeer geschikt organisme om de uitgangspunten
en hypotheses van evolutionaire en niet-evolutionair theorieën van veroudering in
experimenten te toetsen. Bij 25 'C en onder optimale omstandigheden is de ontvrikke-
lingsduur van Drosophila melanogastel ongeveer 9 en de levensduur ongeveer 50 dagen (in
de natuur slechts 1 tot 7 dagen!). De biologie van Drosopbila is van alle organismen waar-
schijnlijk het beste onderzocht en begrepen, waardoor een enorme hoeveelheid kennis
beschikbaar is over de genetica (o.a. ongeveer 3OOO gelokaliseerde zichtbare mutanten), over
het kweken in laboratoria en over de omgevingsfactoren die de biologie van Drosophila
beïnvloeden. Deze aspecten maken gericht onderzoek en snelie voortgang daarin mogeli.jk,
in een relatief korte periode.
Onderzoek naar de evolutie van veroudering is essentieel om de oorzakelijke verbanden die
aan dit fenomeen ten grondslag liggen op te sporen. Het gedeelte van het fenorype dar
onderhevig is, of is geweest) aan evolutionaire veranderingen is vastgelegd in de genetische
code van het organisme en is de materialiserin g van deze causaties. Bovendien heeft plastici-
teit, de verandering van het fenotype ten gevolgen van omgevingsinvloeden, ook een
genetische basis, waardoor onderzoek naar omgevingsbeïnvloeding van levensduur en
verouderingsprocessen belangrijk wordt. Dergelijk onderzoek geeft inzicht in de mate van
en beperkingen in genetische controle van veroudering. Dit proefschrift bevat beide compo-
nenten van onderzoek: Hoofdstukken 2 & 3 behandelen omgevingsaspecten en Hoofd-
stukken 4 6c 5 genetische aspecten in relatie tot levensduur en veroudering.
Omgevingsaspecten
In de Drosophila literatuv is herhaaldelijk melding gemaakt van een positieve correlatie
tussen larvale ontwikkelingsduur en levensduur. In deze experimenten werd de ontwik-
kelingstijd verlengd door middel van manipulatie van de larvale opgroei-dichtheid en de
ontwikkelingstemperatuur. De gevonden correlatie werd als een oorzakelijke relatie
beschouwd, en dus als bewijs voor de ontwikkelingstheorie van veroudering. Alternatieve
verklaringen voor deze correlatie zljn echter mogelijk. Deze alternatieven worden in dit
proefschrift experimenteel getoetst.
In Hoofdstuk 2 wordt inderdaad aangetoond dat verhoogde larvale dichtheid
("crowding") naast de ontwikkelingsduur ook de volwassen levensduur verlengt. De oorza-
kelijkheid van dit verband wordt onderzocht door de effecten van "crowding" op
voedselhoeveelheid per larve en op dichtheid te scheiden. Het blijkt dat door het verlagen
van het voedselniveau en het constant houden van de dichtheid de ontwikkelingsduur
verlengd kan worden zonder dat de levensduur wordt beïnvloed. Anderzifds kan door het
verhogen van de dichtheid en het constant houden van het voedselniveau de levensduur
worden verlengd zonder dat de ontwikkelingsduur wordt beïnvlo ed. Deze resultaten tonen
aan dat de duur van de larvale ontwikkeling brj Drosophila rnelanogaster niet bepalend is
voor de duur van het volwassen leven. Opmerkelijk in deze experimenten is dat de levens-
duur negatief gecorreleerd is met de ei-adult-overleving ("viability") en positief met
hongerresistentie en vetgehalte. Daarom kunnen de beschreven effecten op levensduur het
gevolgzljn van (i) "viability"-selectie waardoor alleen de sterkste individuen overleven, of
het gevolg z:ln van (ii) veranderde fysiologie ti.jdens het larvale stadium door veranderend
voedselaanbod en veranderende voedselbeschikbaarheid en/of expressie van specifieke
genen. In dat geval zou de toename in levensduur te verklaren zijn doordat meer vet
beschikbaar is voor onderhoud en/of als voedsel in de laatste levensfase.
Door het verlagen van de temperatuur kan de ontwikkeling van Drosophila
melanogaster worden verlengd. Over het algemeen kon in dergelijke experimenten ook
geconstateerd worden dat ontwikkelingsduur positief gecorreleerd was met levensduur. De
mogelijke rol van lichaamsgrootte in deze correlatie is nooit goed onderzocht maar is wel
belangrijk, omdat ontwikkelingstemperatuur negatief en levensduur waarschijnlijk positief
gecorreleerd is met lichaamsgrootte. In Hoofdstuk 3 worden experimenten beschreven
waarin larven bij 3 temperaturen worden opgekweekt: 20,25 en29 "C.De levensduurvan
de uitkomende vliegen wordt ook bepaald bij deze temperaturen, waarbij tevens de vleugel-
lengte wordt gemeten als maat voor de lichaamsgrootte. Het blijkt dat de individuen
gekweekt bij 25 'C gemiddeld langer leven dan de individuen gekweekt bij de andere
temperaturen, hetgeen waarschijnlijk de adaptatie van de stam aan die temperatuur
weergeeft. Er kan geen eenduidige correlatie aangetoond worden tussen lichaamsgrootte en
levensduur, noch binnen noch tussen temperatuurgroepen. Deze gegevens bevestigen de
conclusie die in Hoofdstuk 2 is getrokken: ontwikkelingsduur en levensduur ziir' met
oorzakelifk verbonden. De consistentie van deze conclusie zal echter moeten worden
aangetoond in de genetische experimenten.
Genetische aspecten
De grootte en richting van genetische correlaties tussen eigenschappen die de levensloop
van een organisme bepalen ("life history" eigenschappen), speien een belangrijke rol in
evolutionaire en niet-evolutionaire theorieën van veroudering. De Hoofdstukken 4 & 5
van dit proefschrift beschrijven dan ook (kunstmatige) selectie op twee belangrijke "life
history" eigenschappen om zo genetische correlaties oP te sPoren.
In Hoofdstuk 4 worden de resultaten gepresenteerd van succesvolle selectie voor snel
enlangzaamontwikkelend e Drosopbilalijnen. Alhoewel de ontwikkelingsduurtussen snelle
en Iangzame lijnen in de laatste selectie-gener^rie 4 dagen verschilt, wordt geen
gecorreleerde respons gevonden in levensduur en hongerresistentie/vetgehalte. Dit is een
belangrijke waarneming omdat het aantoont dat ook in genetische experimenten
ontwikkelingsduur en levensduur niet zijn gerelateerd. Uit de resultaten blijkt verder dat
"viability" een negatieve en lichaamsgewicht een positieve genetische correlatie vertoont
met ontwikkelingsduur. De nakomelingenproduktie van vrouwtjes van de langzaam
ontwikkelende lijnen is in het begin van hun leven hoger en aan het eind van hun leven
lager dan van vrouwtjes van de controle en snel ontwikkelende lijnen. Dit is opvallend
omdat dergelijke voortplantingsverschillen alleen zijn gevonden in andere lijnen geselecteerd
op leeftijd van reproduceren, die echter wèl verschilden in levensduur (zie later). De positief
genetische correlatie russen ontwikkelingsduur en reproduktie vroeg-in-hetleven zoals
gevonden in Hoofdstuk 4, is mogelijkerwijs het gevolg van het pleiotrope effect van een
verhoogde juveniel hormoon concentratie, omdat juveniel hormoon Popvormrng vertraagt
en ovaria- en eirijping stimuleert.
De levensduu r van Drosophila melanogaster rs tn het verleden succesvol genetisch
veranderd in experimenten waarin op "het moment van reproduceren" is geselecteerd. De
vliegen in lijnen die laat werden voortgeplant ("oudeJijnen") leefden aanmerkelijk langer
dan vliegen die vroeg in hun leven werden voortgeplant ("jonge-lijnen"). In dergelijke
studies werd als algemeen resultaat gevonden dat de reproduktie-activiteit van de oudeJijnen
laat in het leven hoger was dan van de jonge-lijnen. Echter enerzijds werd gevonden dat de
oudeJijnen een lagere reproduktie hadden vroeg in het leven of anderzijds niet verschilden
in vroege reproduktie ten opzichte van de jonge-lijnen. FIet eerste resultaat zou bewijs
inhouden voor genen met pleiotrope negatieve neven-effecten; het tweede resultaat
suggereerr de aanwezigheid van genen met late negatieve effecten. Het is duideli.ik dat alter-
natieve selectieprocedures nodig zrjn om vast te stellen wat de rol is van (vroege)
reproduktie in relatie tot levensduur.
Hoofdstuk 5 beschrijft dan ook een selectie experiment waarin direct op levensduur
wordt geselecteerd. Het blijkt goed mogelijk lijnen te selecteren die genetisch verschillen
in levensduur: na 6 generaties leven de lijnen geselecteerd voor langJeven brj 29 "C 14
dagen langer dan de lijnen geselecteerd voor kort-leven. Twee opvallende gecorreleerde res
ponsen worden gevonden. Ten eerste, de nakomelingenproduktie van de langJevende
vrouwtjes is gedurende hun hele leven lager dan die van de kon-levende vrouwtjes. Ten
tweede, kon-levende vliegen hebben een lager vetgehalte n dus een lagere hongerresistentie
dan langJevende vliegen. Uit deze gegevens kan worden afgeleid dat de levensduur van
Drosophila melanogaster alleen kan worden verlengd ten koste van de voortplanting. De
resultaten suggereren tevens dat de genen die betrokken zijnbij de pleiotrope verdeling van
energie over onderhoud en reproduktie, het vetmetabolisme beïnvloeden. Dat vetgehalte
een belangrijke levensduur bepalende factor is, wordt ondersteund door de waarnemingen
in de "crowding"-experimenten (Hoofdstuk 2). Dat de totale verlaging van reproduktie-
activiteit in de langJevende lijnen niet werd gevonden in selectie experimenten op "het
moment van reproduceren" is niet verbazingwekkend, immers een dergelijke procedure is
niet in staat selectie voor lang-leven te scheiden van selectie voor hoge late-reproduktie.
Tevens zijn er aanwijzlngen dat in die experimenten onbedoelde selectie heeft plaatsge-
vonden op ontwikkelingsduur, hetgeen de conclusies terk beïnvloedt (Hoofdstuk 4).
Afsluitende opmeÍkingen
Ongetwijfeld heeft de sterke negatieve genetische correlatie tussen levensduur en
reproduktie een belangrijke rol gespeeld in de evolutie van levensduv in Drosophila. De
verhoogde toewijzing van energie aan de voortplanting ten koste van foutloze reparatie en
onderhoud van het lichaam is dan verantwoordelijk voor het ontstaan van veroudering.
Verouderingsprocessen zullen echter vervolgens worden versterkt door de onontkoombare
ophoping van mutaties met negatieve effecten op overleving en reproduktie laat in het
leven. Bovendien spelen de energieverdelingsprocessen e rol op elk organisatieniveau en
zijn ze waarschijnlijk slechts gemiddeld afgesteld op een optimaal reparatie- en onderhouds-
niveau. Tevens kunnen ontwikkelingspatronen en fysiologische (neven)-effecten de vorm
van de leeftijdsafhankelijke overlevings- en voortplantingscurve beïnvloeden en derhalve de
exacte waarde van de soortspecifieke levensduur. Dit alles impliceert het bestaan van
variatie in genetische n fysiologische aspecten van veroudering, tussen en binnen populaties
en tussen en binnen soorten. De algemene principes betrokken bij de evolutie van
veroudering zljn daarentegen aar verwachting universeel. Derhalve kunnen de resultaten
en de duidelijke antwoorden gevonden in het Drosophila-onderzoek dienen als een
referentiekader voor onderzoek aan veroudering bij andere soorten, waaronder de mens
(Hoofdstuk 6).
